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饥 胁 迫 对 家 得 脂肪 体 脂 质 过 氧化 物 含量 及 
折 氧 化 酶 活性 和 mRNA 表达 的 影响 
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摘要 :【 目 的] 探讨 鳞 翅 目 模 式 昆 虫 家 看 Bombyx mori 作为 重金 属 污染 的 监测 指示 生物 在 锅 胁 迫 下 的 酶 反应 及 相关 
的 基因 表达 。[ 方 法 ] 给 家 看 幼虫 期 全 龄 添 食 包 (Cd ) , 调查 不 同性 别家 看 5 龄 幼虫 脂肪 体 中 脂 质 过 氧化 物 丙 二 
(MDA) WEE, 超 氧化 物 皮 化 酶 (SOD)、 过 和 氧化 氢 酶 (CAT) 和 谷 胶 甘 肽 过 氧化 物 酶 (GSH-Px) 的 活性 及 其 基因 
表达 水 平 的 变化 。【 结果 】Cdq 胁迫 对 雌雄 家 竺 MDA 含量 均 具 有 浓度 效应 关系 ，MDA 含量 随 Cd “胁迫 浓度 的 升 
高 而 增加 。Cd 胁迫 下 , SOD 和 CAT 活性 表现 为 先 升 后 降 的 变化 趋势 , Pearson 相关 性 分 析 显 示 SOD 和 CAT 活性 
变化 有 显著 相关 性 ( 雄 :RR = 0.770, P =0.001; W: R = 0.854, P = 0.000)。 上 肉 性 家 看 脂肪 体 中 CAT 活性 变化 和 
Cat mRNA 水 平 的 表达 具有 正 相关 性 (R=0.712, 已 =0. 003) 。 雄 性 家 等 脂肪 体 中 GSH-Px 活性 随 Cd “胁迫 浓度 的 
升 高 而 增加 ,显示 浓度 -效应 关系 ,12.5 ~50 mg/kg Cd “胁迫 组 GSH-Px 活性 与 对 照相 比 有 显著 差异 (已 <0. 05 ) ， 
其 活性 和 GSH-Px mRNA 水 平 的 表达 具有 正 相 关 性 (R=0. 834, P 20.000) ; 上 峻 性 家 看 脂肪 体 中 GSH-Px 活性 表现 
为 先 升 后 降 的 变化 趋势 ,12.5 mg/kg Cd “胁迫 组 GSH-Px 活性 与 对 照相 比 有 显著 增加 (P<0.01)。[【 结论] 结果 表 
B], 急性 乌 胁 迫 对 家 看 脂肪 体 有 明显 的 毒性 作用 , 其 作用 机 制 与 脂 质 过 氧化 加 剧 和 抗 氧化 酶 活性 变化 有 关 。 家 看 
对 重金 属 锅 的 解毒 机 制 有 性 别 相关 性 。 
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Effects of cadmium exposure on the lipid peroxide content and the 
antioxidant enzyme activity and mRNA expression in the fat body in the 


silkworm, Bombyx mori 
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Abstract. [ Aim] To examine the enzyme activities and corresponding gene expressions under the stress 
of cadmium in the lepidopteran model insect, Bombyx mori, which may be used as a bioindicator to 
monitor heavy metal pollution. [ Methods] B. mori larvae were exposed to Cd^' in the whole larval 
stage, the malondialdehyde ( MDA) content, and the activities of superoxide dismutase ( SOD) , catalase 
( CAT) and glutathione peroxidase ( GSH-Px) as well as their corresponding mRNA levels in the fat body 
of the 5th instar larvae of both sexes were evaluated. [Results] The MDA contents in the fat body in 
male and female larvae of the silkworm significantly changed in a concentration-dependent manner, 
increasing with the Cd^* concentration. The activities of both SOD and CAT increased at low exposure 
dose, which protected silkworms from oxidative stresses. However, the activities of SOD and CAT 
successively decreased after exposure to high dose of Cd^'. According to the analysis of Pearson 
correlation, the SOD activities were positively correlated with the CAT activities ( male; R 20.770, P = 
0.001; female: R 20.854, P 20.000). The CAT activities and its mRNA expression levels showed 
positive correlations in the fat body in females ( R 20. 712, P 20.003). The GSH-Px activities in the fat 
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body in males changed in a concentration-dependent manner , increasing with the Cd^ * concentration, and 
those in females exposed to 12. 5 - 50 mg/kg Cd^* were significantly higher than the control ( P «0.05). 
The changes of the GSH-Px activity and its mRNA level showed positive correlations ( R 20.834, P= 


0.000). However, the GSH-Px activities in females increased at low exposure dose, and those in females 
exposed to 12. 5 mg/kg Cd^* were significantly higher than the control ( P «0.01). [Conclusion] These 


results show that acute exposure of the silkworm to Cd^' has the toxic effect on its fat body, and this 


might be related to the increase in lipid peroxidation and the changes of the antioxidative enzyme 


activities. The results also suggest that detoxifying strategies in the silkworm against Cd^* exposure seem 


to be sex-dependent. 
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ia ( cadmium, Cd^* ) 是 一 种 普遍 存在 的 农业 面 
源 重 金属 环境 污染 物 , 已 被 列 为 当前 重点 污染 物 研 
究 对 象 (McLaughlin et al., 2006) 。Cd 在 生物 体内 
具有 蓄积 性 , 已 在 国内 多 种 水 生 和 陆 生 的 动 植物 体 
内 检测 到 Cd * 的 累积 (Zhang et al., 2009) 。 国 内 外 
学 者 就 包 对 包括 无 脊椎 动物 的 动物 机 体 结构 及 生理 
生化 效应 等 方面 的 影响 做 了 较 多 的 研究 工作 
( Vlahogianni et al., 2007; 杜 丽 娜 等 ,2013 ) , 但 对 
锅 的 毒性 作用 机 制 还 没有 研究 清楚 。 人 研究 结果 显 
Zh, 锯 的 毒性 作用 与 其 能 够 诱导 生物 体 产生 氧化 损 
伤 密切 相 关 , 并 且 氧 化 损伤 相关 指标 变化 可 以 作为 
机 体 遭 受 饥 等 重金 属 胁迫 的 生物 指示 物 ( 邢 荐 芳 
等 , 2013 Rashid et al., 2013) , 这 对 于 重金 属 污染 
预警 具有 重要 和 意义。 有关 重 金属 锅 污 染 对 家 看 相近 
类 群 昆虫 影响 的 文献 逐渐 增多 , WRIA 
翅 目 、 鞘 翅 目 和 直 翅 目 昆 虫 等 抗 氧化 酶 、 生 长 发 育 
Ji] ( Stone et al., 2002; 孙 虹 起 等 ,2007; Xie et 
al., 2011; Zhang et al., 2011) 。 国 内 外 有 关 Cd 对 
鳞 运 日 昆虫 影响 的 研究 报道 较 少 , 现 有 的 研究 也 仪 
集中 在 Cd RKE Bombyx mori 的 生长 发 育 影响 及 
其 在 组 织 内 的 累积 ( Suzuki et al., 1984; REFF, 
2006) , SAIA K np REA H Eb m 26 
内 抗 氧 化 防御 系统 变化 之 间 的 关系 研究 还 未 见 
报道 。 
在 长 期 的 进化 过 程 中 , 昆虫 体内 也 形成 了 一 整 
套 高 效 的 抗御 自由 基 损 伤 作 用 的 抗 氧化 防御 系统 ， 
包括 超 氧 化 物 歧 化 酶 (superoxide dismutase, SOD) 、 
AAKA (catalase, CAT) 和 合 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 
(glutathione peroxidase, GSH-Px ) ( Van et al., 
2003) , SOD 和 CAT 分 别 清 除 两 种 自由 基 状 态 的 活 
PES (reactive oxygen species, ROS) 超 氧 阴离子 
(superoxide anion, O; ) 和 H,0,, 主要 在 抗 氧化 作 
用 早期 发 挥 作 用 ; 而 GSH-Px EMTAK 


质 过 氧化 物 还 原 , 防止 细胞 破坏 , 作用 在 抗 氧化 后 
一 阶段 。 由 于 生物 体内 的 抗 氧化 酶 系统 变化 能 够 反 
映 多 种 污染 物 的 毒性 作用 , 而 且 其 变化 可 定量 检 
测 , 因而 SOD, CAT 和 GSH-Px 活性 的 变化 可 以 间 
接 反 映 环境 中 有 毒 有 害 物质 的 存在 , 是 分 子 水 平 上 
预报 有 机 毒物 对 生物 体 损害 的 敏感 性 生物 标志 物 ， 
近年 来 已 被 应 用 于 评价 和 监测 外 源 污 染 物 对 生物 的 
毒性 效应 中 (Hansen et al., 2006; Chen et al., 2011; 
Yuan et al., 2013), pj — E ( malondialdehyde, 
MDA) 是 细胞 发 生 脂 质 过 氧化 反应 的 产物 中 具有 代 
表 性 的 产物 , 其 含量 的 多 少 不 仅 可 以 反映 自由 基 产 
生 的 程度 , 还 能 预示 脂 质 过 氧化 程度 的 轻重 , 间接 
反映 细胞 内 活性 氧 目 由 基 水 平和 细胞 损伤 的 程度 
( Skalická et al., 2012) 。 

为 了 探讨 利用 鳞 翅 目 模 式 昆 虫 家 看 作为 重金 属 
污染 的 监测 指示 生物 , 本 研究 采用 人 工 饲 料 添 毒 方 
ik, 以 Cd ' 为 污染 源 , 对 鳞 翅 目 模 式 昆虫 家 看 体内 
MDA 含量 以 及 SOD, CAT 和 GSH-Px 的 分 子 毒 理 效 
应 进行 研究 , 为 评价 Cd 对 陆 生 昆虫 的 毒性 影响 
提供 方便 、 人 快捷 、 经 济 的 分 子 靶 标 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 昆虫 

家 看 品种 选用 人 工 饲 料 摄 食性 好 的 N4 品 
由 苏州 大 学 看 桑 研 究 所 提供 。 全 龄 人 工 饲 料 育 (人 饲 
料 购 自 山东 省 看 业 研 究 所 ) , 饲育 温度 25%C 1C, 
RH 60%~75% , 光 周 期 12L: 12D, 
1.2 铺 胁 迫 和 样品 制备 

VASRUEA (CdCl, - 2. 5H,0) (分 析 纯 ,国药 集 
团 化 学 试剂 有 限 公 司 ) 作 为 Cd JR, 在 实验 前 用 超 
纯 水 ( 优 普 超 纯 水 机 、UPT- 亚 -3T, 成 都 超 纯 科技 有 
限 公 司 ) 配 成 1 000 mg/L 的 母液 备用 。 实 验 分 5 个 
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实验 区 , B] Cd^* 浓度 为 0, 6.25, 12. 5, 25 和 50 
mg/kg 干 饲 料 , 各 区 均 设 3 TER. NB us 
行 幼 虫 期 全 龄 添 食 。 每 区 随机 取 上 肉 、 雄 家 看 幼虫 (5 
龄 第 6 天 ) 各 10 3k, 冰 浴 条 件 下 解剖 获取 脂肪 体 。 
取材 约 100 mg 立即 提取 总 RNA, 为 一 部 分 置 于 
-707 保存 备用 , 用 于 测定 MDA 和 酶 活性 。 饥 胁 
迫 和 样品 制备 的 生物 学 实验 重复 3 次 , 选取 具 代 表 
性 的 1 次 生物 学 实验 结果 进行 统计 学 分 析 。 
1.3 MDA 含量 和 酶 活性 测定 

fg 1:9(m/v) 比例 在 各 脂肪 体 中 加 入 预 冷 生 理 
盐水 (0.86% ) ， 冰 浴 条 件 下 制备 成 10% BJ2H 2R ^: 
浆液 , 4C 下 3 500 r/min 离心 10 min, 取 上 清 并 置 
于 4 保存。 样品 上 清 液 中 重 日 质 含 量 的 测定 采用 
考 马 斯 亮 兰 比 色 法 ; MDA 含量 测定 采用 硫 代 巴 比 
ZR; SOD 活性 的 测定 采用 黄 嗓 叭 氧化 酶 法 ; 
CAT 活性 的 测定 采用 可 见 光 法 ; GSH-Px 活性 的 测 
定 采 用 ,3 -二 硫 代 硝 基 荃 甲酸 (DTNB ) 显 色 法 。 
SOD, CAT 和 GSH-Px 酶 活性 测定 试剂 盒 ， 以 及 
MDA 和 和 蛋白 含量 测定 试剂 盒 均 购 自 南京 建成 生物 
工程 研究 所 , 具体 操作 按说 明 书 进行 。 每 个 样品 重 
复 3 次 , 取 平 均值 。 

SOD 15 PES (v XE Oy RESE TG2H 2 ELTE I mL 
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反应 液 中 SOD 抑制 率 达 5096 时 所 对 应 的 SOD 量 为 
1 个 SOD 活性 单位 。CAT 活性 单位 定义 为 1 mg 组 
织 蛋 日 每 秒 钟 分 解 1 pmol/L H,0;, 的 量 为 1 个 活性 
单位 。GSH-Px 活性 单位 定义 为 每 毫克 组 织 蛋 白 
分 钟 扣除 非 酶 促 反应 , 使 反应 体系 中 GSH YR BERE 
低 1 pmol/L 为 1 个 酶 活性 单位 。 
1.4 总 RNA 提取 及 逆转 录 反 应 

取 100 mg 看 体 脂 肪 体 组 织 立 即 于 液 氮 中 研磨 ， 
然后 用 TRIzol 试剂 (TaKaRa, KÆ), 按说 明 书 方法 
提取 总 RNA。 提 取 的 各 组 织 总 RNA 样品 经 DYY- 
6C 电泳 仪 (北京 六 一 仪 疾 厂 ) 电 注定 性 分 析 和 DU- 
730 核酸 分 析 仪 (Beckman Coulter, USA) 定量 测定 
Ja , 采用 M-MLV Kikiy (TaKaRa, 大 连 ) 反 转录 
合成 cDNA 第 一 链 ，-20C 保 存 备用 。 
1.5 实时 奕 光 定 量 PCR 检测 

实时 灾 光 定量 PCR( real-time PCR) 检 测 组 织 
Sod, Cat 和 GSH-Px 基因 的 mRNA 转录 水 平 (实验 
仪器 为 7300 Real Time PCR System, ABI 公司 ) , X 
用 相对 定量 法 , 以 管家 基因 Actin 3 作为 内 参照 。 实 
验 所 用 引物 利用 Primer Premier 5. 0 软件 设计 ( 表 
1) ,委托 上 海 生 工 生 物 工程 有 限 公司 合成 。 


表 1 家 看 抗 氧化 相关 基因 表达 分 析 所 用 引物 序列 


Table 1 Primers used in the expression analysis of antioxidant genes in Bombyx mori 


基因 名 称 


Gene name 


引物 序列 (5" -3") 


Primer sequence 


F: CTGCCTCTGGACTTGGC 


Actin 3 
R. CGAGGGAGCTGCTGGAT 
Sod F: GTACAGCAGAACTGGGACCACC 
0 
R: GGCTTGACTAAGGGTAAACACG 
C F. TGAATAAACGCAGCAGCATC 
at 
R: AACTTCTCCCAAGCGACAGC 
F: GACGGAAGCGGAACAACG 
GSH-Px 


R: AGTGGCAACGCCGGTGGA 


Real-Time PCR 采用 SYBR® Premix Ex Tag™ 
( Perfect Real Time) ifl (TaKaRa, KE), RY 
体系 为 20 uL, PCR 程序 为 : 95 变性 1 min, 随后 
的 45 个 循环 包括 95%C 5 s, 55C 10 s, 72€ 10 s, 
反应 过 程 由 软件 上 自动 设 定 , 每 个 样品 重复 3 次 。 结 
果 数 据 用 仪 妖 目 带 的 分 析 软 件 处 理 , 并 参照 Schefe 
等 (2008 ) 的 方法 进行 效率 校正 。 


GenBank 登录 号 Tm (©) 产物 大 小 (bp) 
GenBank accession no. Tm Product size 

59.42 

BMUA9854 184 
59.42 
58.70 

AB179561 127 
60.90 
59.40 

NM. 001043447. 1 110 
57.30 
59.50 

DQ311144 117 
59.50 

1.6 数据 人 处理 


数据 分 析 采 用 SPSS18.0 软件 和 EXCEL 软件 。 
数值 表示 为 平均 值 + 标准 误 (means + SE) , 胁迫 组 
与 对 照 组 之 间 的 差异 采用 Tukey 氏 检 验 进行 比较 ， 
以 0.05 作为 显著 性 水 平 。Pearson 相关 性 用 来 分 析 
酶 活性 与 其 相应 mRNA 表达 水 平 的 关系 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 Cd ' 对 家 蚕 幼虫 脂肪 体 中 MDA 含量 的 影响 

MDA 是 脂 质 过 氧化 代谢 产物 ,从 图 1 可 见 , IE 
常 家 看 脂肪 体 中 MDA 含量 为 12.27 ~ 17.73 nmol/ 
mg pro, 说 明正 常 家 看 体内 也 有 一 定 强 度 的 脂 质 过 
氧化 作用 。 幼 虫 添 食 Cd m, 家 看 脂肪 体 MDA 含 
量 随 Cd “胁迫 浓度 的 升 高 而 增加 ， 上 升 了 20.28% 
~354.48% 。MDA 含量 是 机 体内 脂 质 过 氧化 程度 
的 反映 , 间接 反映 了 体内 活性 氧 自由 基 水 平和 细胞 
损伤 的 程度 ( 施 蔡 雷 等 , 2010) 。 本 实验 结果 说 明 家 
ELA) Cd ' 的 影响 ,能够 导致 脂肪 体 组 织 过 氧化 
损伤 。 从 家 看 幼虫 的 性 别 差异 看 ,5 PERSEA 
Z Cd “胁迫 MDA 的 含量 都 表现 出 上 升 变化 , [EUME 
看 较 雄 看 更 易 受 Cd 的 损伤 , 在 6.25 mg/kg Cd 
胁迫 组 脂 质 过 氧化 与 对 照 组 比 就 开始 有 显著 差异 
(P «0.05) , 而 雄性 家 和 看 在 12.5 ~ 50 mg/kg Cd^* 
胁迫 时 与 对 照 组 相 比 , 才 体 现 脂 质 过 氧化 的 显著 差 
异性 (P<0.01)。 
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口 雄性 Male 
国 雌性 Female 


MDA $3 (nmol/mg pro) 
MDA content 





0 6.25 12.5 25 50 
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图 1 AIZA S 龄 幼虫 脂肪 体 MDA 含量 的 影响 

Fig. 1 Effects of Cd^* on MDA content in the 

fat body of the 5th instar larvae of Bombyx mori 
家 看 幼虫 期 全 龄 添 食 Cd * 后 , 取 5 龄 第 6 天 幼虫 的 脂肪 体 。 图 中 
数据 为 3 次 平行 实验 的 平均 值 + 标准 误 , 柱 上 星 号 和 双星 号 分 别 表 
示 在 0.05 和 0. 01 水 平 上 不 同 Cd2* 处 理 与 对 照 组 相 比 差异 显著 
(Tukey 氏 检 验 ) 。 下 图 同 。The silkworm was exposed to Cd?* during 
the entire larval stage. The fat body of 6-day-old 5th instar larvae was 
sampled. Values in the figure are represented as mean + SE of three 
independent experiments. For each experiment, samples were analyzed in 
triplicate. The asterisk and double asterisks above bars indicate 
significant differences between treatment of different Cd? * concentration 
and the control at the 0. 05 and 0.01 level ( Tukey’ s test) , respectively. 


The same for the following figures. 


2.2 Cd" Xx REA HR HS Ro pr SOD 酶 活性 及 其 
mRNA 表达 的 影响 

如 图 2(A) 可 见 , 经 氧化 锅 处 理 后 , 5 龄 第 6 天 
家 看 幼虫 脂肪 体 组 织 中 SOD 酶 活性 随 Cd^* JB Y 
度 的 增加 呈现 先 升 高 再 下 降 的 趋势 。 这 可 能 是 由 于 
SOD 酶 本 号 作为 底 物 诱导 酶 的 特性 所 造成 的 ， 应 激 
条 件 下 超 氧 阴离子 生成 量 超过 了 机 体 的 清除 能 力 ， 
SOD 活性 逐渐 下 降 。 在 6.25 ~25 mg/kg Cd * 胁迫 
组 中 , MEX SOD 酶 活性 随 Cd “质量 浓度 增加 相应 
升 高 , 并 有 一 定 的 剂量 -效应 关系 , 表明 脂肪 体 作 为 
家 看 的 主要 解毒 器 官 , 可 以 动员 抗 氧化 损伤 机 制 ， 
提高 SOD 酶 活性 , 使 组 织 清除 自由 基 的 能 力 提高 ， 
在 一 定 浓度 范围 内 抵抗 重金 属 铺 的 胁迫 。 而 当 
Cd 处理 浓度 为 50 mg/kg 时 ,上 肉 雄 看 脂肪 体 中 
SOD 酶 活性 较 对 照 组 比 都 显著 下 降 (P «0.05), 
Cd “处 理 浓 度 为 25 mg/kg B, HERR GrP SOD 
酶 活性 较 对 照 比 有 所 下 降 , 但 不 显著 (P >0.05)。 
RI MEA XT Cdt 胁迫 引起 的 细胞 损伤 比 雄 看 更 
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图 2 MIZA S 龄 幼虫 脂肪 体 SOD 
酶 活性 (A) 及 其 mRNA 表达 (B) 的 影响 
Fig. 2 Effects of Cd^* on the SOD activity (A) and mRNA 
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Æ 6.25 ^50 mg/kg SUL TB ZH. 雄性 家 看 
脂肪 体 中 Sod 基因 的 mRNA 水 平 有 上 升 趋势 但 与 
对 照 组 相 比 没有 显著 差异 (P >0.05)( 图 2.: B), 
上 肉 性 家 看 脂肪 体 中 Sod 基因 的 mRNA 水 平 随 Cd * 
胁迫 浓度 的 增加 而 下 调 表 达 , 与 对 照 组 相 比 差异 也 
不 显著 (P >0.05)( 图 2:B), Pearson 相关 性 指数 
分 析 显 示 SOD 酶 活性 变化 和 Sod 基因 mRNA 水 平 
的 表达 在 雌雄 家 看 中 都 不 具有 相关 性 ( 梭 : R= 
-0.086,P 20.761; W: R=0.027, P=0.923), 提 
示 Cd * BC SOD 酶 活性 存在 不 完全 依赖 基 
因 转 录 的 翻译 过 程 和 翻译 后 蛋白 质 水 平 的 调控 。 
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图 3 WIZA 5 龄 幼虫 脂肪 体 CAT 
BTE PE ( A) RH; mRNA 表达 (B) 的 影响 
Fig. 3 Effects of Cd^* on the CAT activity (A) and 
mRNA expression ( B) in the fat body of 


the 5th instar larvae of Bombyx mori 


2.3 Cd XPECRE ZI HR ERR GE rh CAT 酶 活性 及 其 
mRNA 表达 的 影响 

SOD 具有 将 超 氧 阴离子 自由 基 转 化 为 H,0, 的 
功能 ,而 CAT 可 继续 分 解 H,0,，， 从 而 降低 体内 
H,0, 的 浓度 , SOD 和 CAT 构成 了 应 对 外 界 胁迫 的 
第 一 道 防线 。 如 图 3(A) 所 示 , 随 着 Cd “胁迫 浓度 


的 升 高 ， 肉 雄 家 看 各 胁迫 组 CAT 酶 活性 都 呈现 诱 
导 升 高 再 下 降 的 趋势 。 低 浓度 Cd ' 胁 迫 下 (6.25 ~ 
12.5 mg/kg) ,上 肉 雄 性 家 看 各 胁迫 组 CAT 酶 活性 随 
胁迫 浓度 的 增加 而 提高 ，CAT 酶 活性 的 升 高 ， 对 清 
除 这 些 自 由 基 , 保护 家 看 机 体 不 受 上 自由 基 损 伤 或 对 
机 体 的 损伤 起 到 缓解 作用 。 在 50 mg/kg Cd^* 的 处 
HTF, 雌雄 性 家 看 CAT 酶 活性 都 显著 低 于 对 照 (P 
«0.05) , 进一步 表明 高 浓度 Cd 胁迫 后 体内 自由 
基 的 增加 超过 了 SOD CAT 酶 的 清除 能 力 。 

从 图 3(B) 可 见 , 5 龄 内 性 幼虫 脂肪 体 中 Cat 基 
因 的 mRNA 水 平 相 比 对 照 有 先 上 调 后 下 调 表 达 的 
趋势 , 在 12.5 mg/kg Cd “胁迫 时 比 对 照 上 调 1. 94 
fE CP «0.05) , 结果 与 图 2(B) 中 雌性 Sod 基因 转录 
水 平 类 似 。 锅 离子 胁迫 后 ,雄性 家 和 在 中 Cat 基因 的 
mRNA 水 平 相 比 对 照 没 有 显著 差异 (P >0. 05 )。 
Pearson 相关 性 指数 分 析 显 示 CAT 酶 活性 变化 和 
Cat 基因 mRNA 水 平 的 表达 在 上 肉 看 中 具有 正 相 关 性 
(R=0.712, P =0.003); 在 雄 看 中 CAT 酶 活性 变 
化 和 Cat 基因 mRNA 水 平 的 表达 不 具有 相关 性 (R 
-0.309, P =0.263) , 提示 色 胁 迫 后 CAT 酶 活性 和 
Cat 基因 mRNA 水 平 的 表达 在 雄 看 中 不 同步 。 

2.4 Cd “对 家 每 幼虫 脂肪 体 中 GSH-Px 酶 活性 及 
其 mRNA 表达 的 影响 

如 图 4 所 示 , 雄性 家 看 脂肪 体 中 GSH-Px 酶 活 
PERE Cdt 胁迫 浓度 的 升 高 而 增加 ,显示 浓度 -效应 
关系 。 正 和 常 雄 性 家 看 5 龄 期 脂肪 体 中 GSH-Px 平均 
活性 为 27.81 U/mg pro, 而 50 mg/kg Cd ! 胁迫 后 
家 看 脂肪 体 中 GSH-Px 的 平均 活性 为 209. 51 U/mg 
pro， 比 同时 期 对 照 高 6.53 倍 。 结 果 显 示 ,，Cd S 
食 使 得 雄 看 体内 的 过 氧化 作用 明显 增强 , 幼虫 能 够 
有 效 提 高 脂肪 体 中 GSH-Px 酶 活性 , 发 挥 解毒 功能 。 
雌性 家 等 各 胁迫 组 GSH-Px 酶 活性 相 比 对 照 呈 现 诱 
导 升 高 再 下 降 的 趋势 , 在 12.5 mg/kg Cd 胁迫 组 
与 对 照 组 相 比 有 显著 差异 (P<0.01), 而 在 25 ~50 
mg/kg Cd ' 胁迫 组 与 对 照 组 相 比 有 下 降 趋势 ,表明 
雌性 家 等 脂 肪 体 组 织 细 胞 更 易 受 Cd * 胁迫 损伤 。 

进一步 调查 家 看 脂肪 体 中 GSH-Px 基因 mRNA 
转录 水 平 的 变化 , 结果 如 图 4(B)。 雄 性 家 GSH- 
Px 基因 mRNA 转录 水 平 随 Cd * 胁迫 浓度 的 升 高 上 
调 表 达 ， 有 浓度 -效应 关系 , 25 ~ 50 mg/kg Cd ' 胁 
迫 时 GSH-Px 基因 mRNA 转录 水 平 较 对 照 组 显著 上 
JE(P«0.05), GSH-Px 基因 mRNA 转录 水 平 在 脂 
肪 体 中 的 上 调 表 达 , 是 保护 脂肪 体 组 织 不 受 氧化 损 
伤 。 在 饥 离 子 胁 迫 后 CGSH-Px 酶 活性 显著 上 升 的 峻 
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AR WR, GSH-Px 基因 的 表达 水 平 没有 出 现 上 
调 , 相反 有 下 调 趋 势 (P <0.05, P<0.01), 显示 
Cd" * 胁迫 后 , 雌性 家 等 幼 虫 脂 肪 体 中 GSH-Px 基因 
的 表达 受到 抑制 。Pearson 相关 性 指数 分 析 显 示 
GSH-Px 酶 活性 变化 和 GSH-Px 基因 mRNA 水 平 的 
表达 在 上 肉 看 中 不 具有 相关 性 (R=0.257, P = 
0.355); 但 在 雄 看 中 具有 显著 正 相 关 性 (R = 
0.834, P 20.000), 提示 GSH-Px 酶 活性 的 变化 在 
锅 胁 人 迫 的 肉 性 家 和 看 中 存在 不 完全 依赖 基因 转录 的 翻 
译 过 程 和 翻译 后 和 蛋白质 水 平 的 调控 。 
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图 4 f ACE 5 龄 幼虫 脂肪 体 GSH-Px 
酶 活性 ( A) 及 其 mRNA(B) 表 达 的 影响 
Fig. 4 Effects of Cd ”on the GSH-Px activity (A) and 
mRNA expression ( B) in the fat body of the 


5th instar larvae of Bombyx mori 
3 讨论 


抗 氧化 防御 系统 是 昆虫 抗 逆 机 制 的 一 个 重要 组 
成 部 分 , 它 能 够 避免 或 减轻 由 外 源 污染 物 导 致 的 活 
性 氧 积累 对 细胞 腊 的 氧化 损伤 , 保证 生物 体 生 理 过 
程 的 正常 进行 ( 刘 井 兰 等 ,2006 ) 。 本 实验 绪 打 表 
BH, 家 看 受 重 金属 锅 胁 迫 ， 体 内 脂肪 体 中 通过 
SOD, CAT 和 GSH-Px 等 抗 氧 化 解毒 酶 的 联合 作用 ， 


能 够 对 锅 离 子 胁迫 产生 的 目 由 基 进 行 清除 , 减轻 了 
其 对 机 体 的 损伤 , 这 可 能 是 家 和 在 等 鳞 翅 目 昆 虫 克 服 
不 良 环 境 和 防止 中 毒 的 一 种 适应 性 反应 。 随 着 
Cd “胁迫 浓度 的 增加 , 家 看 脂肪 体 中 的 MDA 含量 
呈现 升 高 的 趋势 , 并 表现 出 明显 的 剂量 -效应 关系 。 
推测 是 随 着 锅 胁 迫 浓 度 的 增加 ,家 和 在 机 体 的 抗 氧 化 
系统 遭 到 破坏 , 超出 了 脂肪 体 的 自我 解毒 能 力 ， 致 
使 MDA 不 断 升 高 。 这 一 现象 与 Cd “胁迫 的 其 他 昆 
虫 相关 人 研究 结果 一 致 (Chandran et al., 2005; Zhang 
et al., 2011), 

在 重金 属 久 胁 迫 后 ,上 肉 雄 家 看 脂肪 体 中 SOD 
和 CAT 酶 活性 都 表现 出 毒物 兴奋 和 毒物 抑制 效应 ， 
二 者 的 兴奋 和 抑制 浓度 范围 一 致 。Pearson 相关 性 

EPA PT S ERE ZR i Ar. SOD 和 CAT 活性 
HA EWK E£) ma TF, CAT 和 SOD 活 
性 的 变化 保持 同步 性 , 1x 5 EE (2007 ) 的 相关 研 
完结 采 是 一 致 的 。 低 浓度 (6. 25 ~ 12.5 mg/kg) fif 
胁迫 组 中 , 上 肉 雄 家 看 5 龄 幼虫 脂肪 体 的 SOD 和 CAT 
活性 都 比 对 照 组 有 显著 升 高 ， 而 高 浓度 (50 mg/kg) 
MAHA P, SOD 和 CAT 活性 都 受到 抑制 。 本 实 
验 结果 表明 , 随 着 重金 属 乌 胁 迫 浓度 的 增加 ，SOD 
与 CAT 酶 活性 会 应 激 性 提高 ; 但 超过 家 看 的 耐性 
国 值 时 ,， 脂 质 过 氧化 产物 MDA 含量 增加 ，SOD 与 
CAT 酶 活性 则 下 降 , 其 相关 基因 可 能 会 代 偿 性 表 
达 , 也 可 能 会 被 抑制 。 在 雌性 家 在 中 ，CAT 酶 活性 
变化 和 Cat 基因 mRNA 水 平 的 表达 具有 正 相 关 人 性 ， 
说 明 Cdq “胁迫 抑制 了 脂肪 体 的 Car 基因 转录 水 平 
与 CAT 酶 重 蝗 质 翻 译 活 性 ,对 家 和 在 具有 次 度 毒害 
作用 。 

CSH-Px 特异 的 催化 GSH 5j H,0, 的 反应 , 在 
清除 H,0, 和 脂 质 过 氧化 物 中 有 重要 作用 ,从 而 保 
护 细胞 膜 结 构 和 功能 完整 ( Meister and Anderson, 
1983) 。 家 在 抗 氧化 防御 系统 的 GSH-Px 酶 活性 对 
Cd 胁迫 敏感 ， 雌雄 个 体 的 脂肪 体 中 都 有 显著 的 变 
化 。 在 Cd“ 胁迫 情况 下 ,5 龄 雄 看 幼虫 脂肪 体 中 的 
GSH-Px 酶 活性 成 倍 上 升 , 同时 相关 基因 的 转录 水 
平 显著 上 调 表达 , 对 Cd ' 胁迫 浓度 的 敏感 性 也 很 
强 。 与 SOD 和 CAT 活性 不 同 , 50 mg/kg Cd “胁迫 
Bf, CAT 活性 与 对 照 组 相 比 显著 降低 时 , HEA P 
GSH-Px 活性 依然 没有 降低 , 这 表明 雄 和 看 中 GSH-Px 
对 分 解 Cd“ 胁迫 产生 的 H,0, 起 主要 作用 。 关 于 
Cd “胁迫 对 生物 体 GSH-Px 作用 的 研究 已 较 多 。 
Zhang 等 (2011 ) 发 现 Cd^* 胁迫 后 中 华 稻 蝗 Oxya 
chinensis HEREZE GSH-Px 活性 受 抑 制 , 但 内 性 成 虫 
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GSH-Px 活性 随 胁 人 迫 浓度 的 增加 而 增强 。 徐 团 等 
(2011 ) 报 道 长 江华 溪 蟹 Sinopotamon yangtsekiense 精 
AS GSH-Px 活性 随 着 Cd ' 胁迫 浓度 的 升 高 表现 出 先 
升 后 降 的 趋势 。 我 们 的 实验 结果 表明 , 家 看 脂肪 体 
中 GSH-Px 活性 的 增强 与 清除 Cd 引起 的 H,O, 的 
伤害 有 关 , GSH-Px 在 保护 家 看 脂肪 体 免 于 Cd" 毒 
害 中 具有 显著 作用 。 此 纤 果 与 本 诛 题 组 关于 外 源 污 
WARKA GSH-Px 的 研究 结 采 基本 一 致 ( 季 艳 梅 
等 , 2011; Yuan et al., 2013) 。 

Stone & ( 2002.) 研究 发 现 重 金属 胁迫 后 的 肉 性 
2E FF ri. Pterosthicus oblongopunctatus 的 解毒 酶 活性 比 
HEES P REDRA Zhang 等 (2011 ) 研究 报道 
Cdq “胁迫 的 中 华 称 蝗 O. chinensis WERE BEHA 
化 酶 活性 变化 上 没有 显著 差异 。 我 们 的 研究 表明 歇 
雄 家 看 体内 3 种 抗 氧化 酶 对 重金 属 锅 的 胁迫 都 比较 
敏感 , 但 不 同 酶 活性 变化 与 其 mRNA 水 平 的 表达 在 
不 同性 别 的 家 看 中 并 不 都 是 同步 的 。 蜡 示 家 和 蛋 5 8t 
幼虫 脂肪 体 中 氧化 保护 酶 活性 的 变化 在 受 环境 污染 
物 诱导 时 存在 酶 重 日 质 的 合成 、 转 运 和 激活 的 复杂 
机 制 , 同时 存在 性 别 差 异 。 也 可 能 是 SOD 和 CAT 
存在 很 多 同 工 酶 , 酶 活性 的 测定 并 不 具备 实时 定量 
分 析 的 特异 性 。 

日 本 学 者 Suzuki 等 (1984 ) HA THEI AA 
为 实验 动物 , 调查 了 重金 属 饥 在 看 体 组 织 右 官 内 的 
ARE. HERES, 饮 在 看 体 消 化 管 、 脂 肪 组 
2H. ERAR, BRE, ARTHA di EE AA PED o 
虽然 家 和 看 全 龄 人 工 饲料 育 无 法 充分 满足 5 龄 幼虫 彰 

需求 ,其 营养 缺乏 可 能 影响 其 生物 学 解毒 能 力 ， 

从 本 实验 结果 看 ,同等 添 食 条 件 下 SOD, CAT 和 
GSH-Px 活性 以 及 MDA 含量 的 变化 能 够 反映 锅 对 陆 
生 昆 虫 的 胁迫 程度 及 毒性 影响 , 在 作为 重金 属 污染 
早期 预警 与 毒性 效应 机 理 研 究 的 生物 评估 指标 时 应 
同时 考虑 性 别 差 异性 。 
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